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【要約】 
A new lung fibrosis model by iron toxicity 
(鉄毒性による新規肺線維化モデル) 
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【背景】特発性肺線維症(IPF)は、慢性かつ進行性の線維性病変を特徴とし未だ有効な治療
法が確立されていない疾患である。 
現在 IPF の最も一般的な実験モデルとして、マウスにおけるブレオマイシン(BLM)の単回
気管内投与法が使用されている。 
BLM誘導性肺線維化モデルマウスは古くから用いられており、そのモデル系から多くの情
報が得られているものの、未だに有効な治療法が確立できていないのが現状である。 
BLM誘導性肺線維化モデルマウスの問題点としては、肺の線維化が自然寛解してしまう
事、線維化巣の形成が起こらない事、さらに線維化巣周囲にⅡ型肺胞上皮細胞の集積が
起きない事などが挙げられる。 
したがって、よりヒトの IPF に近い肺線維化モデルマウスが必要と考えられる。 
我々は IPF 患者肺の変動遺伝子情報をもとに新規肺線維化モデルを樹立すべく、IPF 患者
肺由来の筋線維芽細胞を用いて RNAseq/transcriptome 解析を行った。 
その結果、鉄イオン動態が寄与する非アポトーシス性細胞死である Ferroptosis と IPF 病
態成立との関連性を見出した。 
イオン依存性・非アポトーシス性である Ferroptosis は、グルタチオンペルオキシダーゼ
であるGPX4 が、この進行を抑制する。 
さらに、Ferroptosis は FeCl3(Fe
3+)がトラスフェリンと結合し、トランスフェリンレセプ
ターを経由して細胞内で Fe2+となり細胞内に蓄積する。 
その後、フェントン反応に伴って生ずる過酸化脂質によって Ferroptosis が誘導される。
以上より Fe3+を細胞に負荷する事で Ferroptosis を誘導すると考えられる。 
 
【目的】細胞内鉄イオンの負荷によって肺線維化誘導が可能か検討した。 
 
【材料と方法】12 週齢のマウスを麻酔下（1.0％イソフルラン）にて左側第 6-7 肋間で開
胸術を行い、50μl の Fe3+溶液（0.8％）を左肺中央部に注入した。投与後 14日後にマウ
スを犠牲死させた。気管支肺胞洗浄液(BALF)の回収を行った後、左肺を縦方向に 2 つに切
断し、一方を固定後切片化しマッソントリクローム染色、シリウスレッド染色、蛍光免疫
染色、ベルリンブルー染色、酸化ストレスの検出を分析し、他方はWestern Blot (WB)
法、Collagen アッセイ、DNAアレイを実施した。 
 
【結果と考察】Fe3+溶液投与群の全ての個体で左肺特異的にびまん性に激しい線維化が認
められ、線維化の病理的指標としての改変Aschcroft score では、Fe3+投与 14 日後におい
て Sham 群と比較してスコアの優位な上昇が観られた。 
また、改変 Aschcroft score と相関し、左肺の Collagen 量も同様に Fe3+投与後 14日後に
おいて Sham群と比較して優位な上昇が観察された。 
さらに、抗αSMA 抗体を用いたWB法および蛍光免疫染色において、左肺全体に線維化
巣の本体を成す筋線維芽細胞の重度の集積が観察された。 
Fe3+を注入した左肺の静的コンプライアンスは Shamと比較して優位に低下が観られた。
Fe3+を投与していない右肺は健常な肺の為、14日間の生存曲線では、Fe3+群と Sham 群共
に生存率は 100%で、BLM誘導性肺線維化モデルで通常観察される体重減少の誘導も観察
されなかった。 
Fe3+注入 1時間後でのベルリンブルー染色とジヒドロローダミンによる ROSの検出ではび
まん性にⅠ型肺胞上皮、Ⅱ型肺胞上皮、肺胞マクロファージにおいて鉄イオンの集積に
準じた ROS発生により酸化ストレスを受けている事が観察された。 
左肺の BALF 中の細胞分画では、day1 と day3 で顕著な好中球増多が観察され、さらに
Fe3+注入法での線維化早期に相当する day3 の BALF 中の網羅的サイトカインアレイでは
Shamと比較して 8分子で上昇が観察され、いずれも線維化に関与するものが優位に上昇
していた。 
  
ヒト由来の正常肺線維芽細胞である NHLFを用いて TGFβ1 をポジティブコントロールに
おいて Fe3+0.001%から 0.03%の濃度で刺激後 48時間後のWB法を行った。 
その結果、TGFβ1 刺激において観察されるαSMAおよび fibronectin(FN)の上昇が、
Fe3+刺激においてもトランスフェリン存在下で濃度依存的に観察された。 
さらに、II 型肺胞上皮モデル細胞として広く用いられているA549 を用いて上記と同様な
条件、同様な時間軸で実施した結果、TGFβ1 刺激において観察される形質転換の指標の
一つである E-cadherin の発現の低下が、Fe3+刺激においても、トランスフェリン存在下で
濃度依存的に認められた。 
また、少なくとも 6 週間の追跡調査では Fe3+-誘導性肺線維化は不可逆的であり、これは、
既存の肺線維化モデルマウスでは観察できない、IPF 患者の病理学的特徴を模倣するもの
であった。 
さらに、Fe3+投与 7日後では、線維化病変部と正常領域の境界線の病理所見を観察した
所、線維化病変部の周囲にⅡ型肺胞上皮細胞の集積が観察された事で、この Fe3+-誘導性
線維化モデルはヒトの IPF 患者の病理所見に近い可能性が考えられた。 
Fe3+-誘導性線維化肺の DNA array-gene set enrichment 解析では、線維化を裏付けるコ
ラーゲンを含む細胞外マトリックス分子の蓄積が明らかとなった。 
また、既報の IPF 患者肺の differentially expressed genes (DEGs)との比較から、Up-
regulated DEGs の 8％、Down-regulated DEGs の 25％が本法でのDEGs と相関するこ
とが判明した。 
加えて、Database に存在するこれまでの IPF 患者の網羅的変動遺伝子解析結果をまとめ
た報告から、IPF を定義づける有力な候補遺伝子として 18 分子が提案されているが、そ
の内、3 分子が、本法での有意な変動遺伝子として検出された。一方、従来の BLM 誘導
性肺線維化モデルでは、18 遺伝子と相関する分子の変動は検出されていない。 
 
【結論】IPF 病態を解析する上で、適切かつ新規の肺線維化モデルマウスを樹立した。 
